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Tämän pro gradu-tutkielman tavoitteena oli tutkia mustikkapopulaatioiden varsien, lehtien ja 
marjojen terveysvaikutteisia bioaktiivisia fenoliyhdisteitä. Mustikan bioaktiivisten yhdistei-
den terveysvaikutuksia ovat esimerkiksi hämäränäön parantuminen, ikään liittyvien silmäsai-
rauksien ja elimistön tulehduksien ehkäisy. Mustikan kaikki osat (kukka, marja, marjan kuori, 
lehdet ja juuret) sisältävät fenoliyhdisteitä, mutta niiden määrä vaihtelee kasvupaikoittain ge-
neettisten- ja ympäristötekijöiden vaikutuksesta.  
Tutkimuksessa selvitettiin onko karujen saarten ja ravinteisempien mantereiden mustikka-
populaatioiden fenolipitoisuuksissa eroja. Lisäksi tarkasteltiin vaikuttaako etelä- ja pohjois-
rantojen erilaiset valo-olosuhteet fenoliyhdisteiden määrään.  
Tutkimuskysymyksiä olivat: Kuinka saaren ja mantereen tai pohjois- ja etelärantojen mus-
tikkapopulaatioiden fenolisten yhdisteiden koostumukset eroavat ja vaikuttavatko mustikan 
lehtien paino ja pinta-ala tai marjojen paino tuotettujen fenolisten yhdisteiden määrään. Tut-
kimuksen hypoteesina oli, että erilaisten kasvupaikkojen; saarien ja mantereiden sekä etelä- ja 
pohjoisrantojen välillä on eroja fenoliyhdisteissä.  
Tutkimuksen aineisto koostui mustikan marjoista, lehdistä ja varsista, jotka kerättiin Rik-
kavedeltä saarista ja mantereilta Luikonlahdelta elokuussa 2015. Tutkimuksessa mitattiin leh-
tien ja marjojen paino ja lehden pinta-ala. Lehtien ja varsien fenolit sekä marjojen antosyaanit 
määriteltiin nestekromatografialla. Kondensoituneiden tanniinien määrä analysoitiin happo-
brutanoli-väritestillä fotometrisesti. Tulosten tilastolliseen analyysiin hyödynnettiin varianssi-
analyysiä, pääkomponenttianalyysia ja vektorianalyysia.  
Yksittäisiä fenoliyhdisteitä tunnistettiin varsista 16 ja lehdistä 19. Marjoista määritettiin 18 
erilaista antosyaania. Tutkimuksen perusteella varret sisältävät muun muassa klorogeenihap-
poa, resveratrolia, hyperiinia, kversetiini 3-glukosidia ja p-hydroksi-kinnamiinihappoa. Leh-
distä tunnistettiin esimerkiksi salidrosidi, gallokatekiini, prosyanidiini, klorogeenihappo, res-
veratroli, hyperiini, kversetiini ja kaemferol. Marjoista löytyi delfinidiinia, syanidiinia, petu-
nidiinia, malvidiinia ja tunnistamattomia aglykoneja. Tanniineja oli runsaasti sekä lehdissä 
että varsissa.  
Tutkimus vahvisti mustikan eri kasvinosien sisältävän runsaasti bioaktiivisia yhdisteitä. 
Varsissa oli runsaasti fenolihappoja ja tanniineja, joiden määrissä oli tilastollisesti merkitsevä 
ero etelä- ja pohjoisrantojen välillä. Myös lehdissä oli runsaita pitoisuuksia fenolihappoja, 
joiden pitoisuuksissa oli tilastollisesti merkitsevää eroa saarissa ja mantereilla. Lisäksi mar-
joissa oli runsaasti mustikalle ominaista syanidiinia, joiden pitoisuuksissa oli tilastollisesti 
merkitsevä ero etelä- ja pohjoisrannoilla. Kasvipaikkojen välillä havaittuja eroavaisuuksia 
selittävät ympäristö- ja geneettiset tekijät.  
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The purpose of this MSc. thesis is to explore the bioactive phenolic composition of stems, 
leaves and berries of bilberry populations. The health effects of bioactive composition of bil-
berry are night vision improvement, eye disease prevention and inflammation prevention. All 
parts of bilberry include phenols, but their amount depends on habitats, genetic and environ-
mental factors. 
The purpose of this research is to clarify are there differences in phenols of bilberry be-
tween oligotrophic islands and nutritious continents. Study also examined whether the differ-
ent light conditions of the southern and northern shores effect to the amount of phenols.  
The research questions in study were: What kind of differences can be found in phenols of 
bilberry populations between island and continent or between southern and northern shores 
and has the weight and area of leaves, or berries weight impact on amount of phenols. The 
hypothesis was that between the different habitats would have differences in amounts of phe-
nols. 
The research material consisted berries, leaves and stems, which were collected from 
Rikkavesi in August 2015. Leaves and stems phenols and berry anthocyanins were deter-
mined by liquid chromatography. The amounts of condensed tannins were analyzed by spec-
trophotometry. Statistical analysis of the results was used analysis of variance, PCA and vec-
tor analyzes.  
The research revealed that stems included 16 and leaves 19 phenolic compounds and ber-
ries contained 18 anthocyanins. Stems contained chlorogenic acid, resveratrol, hyperin, quer-
cetin-glucoside and p-OH-cinnamic acid. Leaves were identified salidroside, gallocatechin, 
procyanidin, chlorogenic acid, resveratrol, hyperin, quercetin-glucoside and kaemferol. In 
berries were found delphinidin, cyanidin, petunidin and malvidin. The amounts of tannins 
were rich both in leaves and stems.  
The research confirmed that all parts of bilberry are rich sources of bioactive compounds. 
Stems contained plenty of phenolic acids and tannins, and the amounts were significantly dif-
ferent between southern and northern shores. Also, the leaves contained number of phenolic 
acids, whose concentrations were statistically significant between islands and continents. In 
addition, the berries contain plenty of cyanidin that is characteristic to bilberries. Cyanidin 
concentrations were also significant between southern and northern shores. Observed differ-
ences between habitats are explained by environmental and genetic factors. 
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1 JOHDANTO 
Kiinnostus mustikkaan (Vaccinium myrtillus L.) ja sen sisältämiin bioaktiivisiin yhdisteisiin 
on kasvanut maailmanlaajuisesti viime vuosina, koska näillä yhdisteillä on havaittu olevan 
biologista aktiivisuutta, ja siten positiivisia vaikutuksia ihmisen elimistön toimintaan ja ter-
veyteen (Puupponen-Pimiä ym. 2005a, Heinonen 2007, Lätti ym. 2008, Törrönen ym. 2013, 
Nile & Park 2014). Marjojen bioaktiivisia yhdisteitä eli fenoliyhdisteitä ovat muun muassa 
yksinkertaiset flavonoidit (antosyaanit ja flavonolit), polymeeriset tanniinit (kondensoituvat ja 
hydrolysoituvat tanniinit) ja fenolihapot (kanelihapot ja bentsoehapot) (Puupponen-Pimiä ym. 
2005b, Erdman ym. 2007, Seeram 2008).  
Mustikan marja on suomalaisen ruokavalion parhaimpia flavonoideihin luokiteltavien an-
tosyaanien lähteitä (Törrönen ym. 2007). Mustikan kaikki osat, kuten kukat, marjat, marjan 
kuoret ja puristusjätteet, lehdet ja juuret ovat mahdollisia fenolisten yhdisteiden lähteitä sekä 
ravintokasveina että lääketeollisuuden raaka-aineina (Riihinen ym. 2008). Suomalaisten ravit-
semussuosituksien mukaan marjojen määrää tulisi lisätä ruokavaliossamme (Suomen ravitse-
musneuvottelukunta 2015).  
Kasvien bioaktiivisten yhdisteiden muodostumiseen vaikuttavat sekä abioottiset (valo, 
maaperän ravinteet, lämpö, kasvupaikka ja mahdolliset vuosivaihtelut) että bioottiset tekijät 
(kasvintuholaiset tai kasvitaudit) (Keskitalo 2001). Fenolisten yhdisteiden synteesiin vaikut-
tavat osaltaan myös kasvin geneettiset tekijät, kasvin kehitysvaihe ja tarkasteltava kasvin osa, 
kuten marjat, kukat, lehdet tai varsi (Keskitalo 2001).  Mustikan marjojen antosyaani-
pitoisuuksissa on havaittu vaihtelua suomalaisen mustikkapopulaation sisällä ja mustikkapo-
pulaatioiden välillä (Primetta 2014).  
Mustikka on merkittävä kasvilaji muun muassa ekologisesta ja kaupallisesta näkökulmasta 
tarkasteltuna. Mustikka kuuluu pohjoisten havumetsiemme valtavarpuihin ja mustikalla on 
ekologinen merkitys ekosysteemissä, koska sen marjat ja lehdet ovat tärkeää ravintoa esimer-
kiksi monille kasvinsyöjille, kuten hyönteisille, toukille, linnuille, jyrsijöille ja poroille (Martz 
ym. 2010). Metsämustikka kuuluu myös Suomen ja Pohjois-Euroopan taloudellisesti tärkeim-
piin luonnonmarjoihin (Lätti ym. 2008, Jaakola ym. 2009, Turtiainen 2015). Mustikka on 
tunnettu ja herkullinen marja, jota kerätään kotimaiseen käyttöön ja se on myös kaupallisesti 
Suomelle yksi merkittävin luonnonvientituote (Lätti ym. 2008). Aikaisemmissa tutkimuksissa 
on havaittu, että marjojen fenolit ovat tehokkaita antioksidantteja, joten antioksidanttivaikut-
teiset ja antimikrobiset fenoliyhdisteet, kuten antosyaniinit, ellagitanniinit ja proantosyanidii-
nit saattavat vaikuttaa myös myönteisesti elintarvikkeiden säilyvyyteen ja rakenteeseen sekä 
3 
 
tuhoavat bakteereita, mikä mahdollistaa uusien elintarvikkeiden kehittämisen (Heinonen 
2007). 
2 YLEISTÄ MUSTIKASTA 
Mustikka (V. myrtillus) kasvaa Suomessa luonnonvaraisena Pohjois-Suomea myöten ja se on 
yleinen marja koko Euroopassa sekä Pohjois-Aasiassa (Jäderlund ym. 1997, Jaakola ym. 
2004, Saario 2008). Mustikka on yksi Suomen yleisimmistä metsäkasveista ja se on havumet-
siemme ominainen kenttäkerroksen varpulaji (Jaakola ym. 2004, Piippo 2010). Mustikka kuu-
luu kanervakasvien heimoon (Ericaceae) ja puolukoiden sukuun (Vaccinium), johon luokitel-
laan myös varsinaiset puolukat (V. vitis-idaea), juolukat (V. uliginosum) ja isokarpalot (V. 
oxycoccos) ja pikkukarpalot (V. microcarpum).  
Mustikka on kasvumuodoltaan monivuotinen juurakollinen varpu (Piippo 2010). Sen varsi 
on pystykasvuinen ja runsashaarainen, ja se kasvaa noin 10–30 cm korkeaksi (Piippo 2010). 
Hedelmä on joko tummansininen ja vahapeitteinen tai musta ja kiiltävä, missä tapauksessa 
sen pinnalta puuttuu ohut vahakerros (kuva 1) (Saario 2010, Piippo 2010). Hedelmä on sisältä 
tummansininen ja mehukas (pohjus)marja. Kansankielellä mustikkaa on kutsuttu myös suuta-
rin mustikaksi, voimustikaksi, sokerimustikaksi, tervemustikaksi, kiiltomustikaksi, papin ja 
karhun mustikaksi (Lunoe ym. 2013). Mustikan nimi tuleekin sen tumman värisistä marjoista 
(Lunoe ym. 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 1. Mustikan tummia marjoja, joilta puuttuu vahakerros (ylhäällä) ja vahapeitteisiä sini-
siä marjoja (alla) (Pinkka 2015). 
 
Mustikka pudottaa lehtensä syksyisin ja keväällä toukokuussa se kasvattaa uudet kirkkaan-
vihreät lehdet (Luontoportti 2015). Keväällä puhkeavat myös sen vaaleanpunaiset kellomaiset 
kukat (Luontoportti 2015). Mustikka ei välttämättä kuki tai marjo lainkaan, jos kasvuedelly-
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tykset ovat huonot, koska siinä tapauksessa mustikan energia kuluu pelkästään lehtien kasvat-
tamiseen (Luontoportti 2015). Keskeiset mustikan satoisuuteen vaikuttavat tekijät ovat runsas 
kukinta ja niiden onnistunut pölytys, johon vaikuttaa pölyttäjien määrä (Luonnonvarakeskus 
2009, 2015). Mustikan kukat houkuttelevat hyönteisiä, kuten kärpäsiä, kovakuoriaisia, per-
hosia ja kimalaisia, jotka ovat mustikan tärkein pölyttäjäryhmä (Luontoportti 2015). Pölytys 
saattaa epäonnistua täysin viileillä säillä, koska vaihtolämpöiset hyönteiset eivät silloin lennä 
pölyttämään mustikan kukkia (Luontoportti 2015). Mustikan varvut vaativat suojapeitteeksi 
paksun lumikerroksen paleltumisen ehkäisemiseksi ja toisaalta mustikan kukat voivat paleltua 
pakkasöiden takia (Luontoportti 2015).  
Mustikka on tuoreen kangasmetsän tyypillinen laji, joka ei ole satoisimmillaan auringon-
paahteisessa kasvuympäristössä vaan laji suosii ennemminkin varjoisempia kasvupaikkoja, 
kuten pohjoisrinteitä ja myös saarien suotuisia ilmasto-oloja (Luontoportti 2015). Lisäksi Tur-
tiaisen väitöskirja (2015) osoittaa, että Suomessa runsaimmat mustikkasadot saadaan vanhois-
ta havumetsistä, joille on ominaista tuoreet ja kuivahkot kankaat sekä harvahko kasvuinen 
täysi-ikäinen puusto. Mustikkasatoon vaikuttavia tekijöitä ovat myös valon määrä ja maape-
rän ravinteisuus (Turtiainen 2015). Parhaimpina mustikkasatovuosina marjoja voi saada mus-
tikan hyviltä kasvupaikoilta 25–30 kiloa hehtaarilta (Luonnonvarakeskus 2011, Luontoportti 
2015). Esimerkiksi vuonna 2010 Luonnonvarakeskuksen (2011) tutkimusmetsien mustikkasa-
to oli noin 10 kiloa hehtaarilta metsämailla ja vuonna 2011 noin 17–18 kiloa hehtaarilta ja 
jopa 25 kiloa kosteimmilla kasvupaikoilla. Marjojen lisäksi kasvin lehtiä voidaan hyödyntää 
esimerkiksi yrttiteeaineksina (Riihinen ym. 2008, Luontoportti 2015). 
 
3 BIOAKTIIVISET YHDISTEET 
3.1 Kasvin sekundaarimetabolia 
Kasvien metabolia eli aineenvaihdunta voidaan luokitella primaari- ja sekundaarimetaboliaan 
(Vickery & Vickery 1981, Seigler 1998). Primaarimetabolia tarkoittaa kasvin perusaineen-
vaihduntaa, jonka keskeinen tehtävä on valmistaa kasville kasvuun ja kehitykseen tarvittavia 
yhdisteitä, joita ovat esimerkiksi aminohapot, nukleiinihapot, proteiinit ja lipidit eli rasvat 
(Vickery & Vickery 1981, Seigler 1998). Kasvin sekundaarimetabolia tuottaa vuorostaan run-
saasti erilaisia bioaktiivisia yhdisteitä (Puupponen-Pimiä ym. 2005b, Erdman ym. 2007, Hok-
kanen ym. 2009). Kasvin sekundaariyhdisteet liittyvät useisiin kasvin keskeisiin fysiologisiin 
ja biokemiallisiin toimintoihin, esimerkiksi kasvin fenoliset yhdisteet suojelevat kasvia ulkoi-
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silta vaaratekijöiltä, kuten haitalliselta UV-säteilyltä ja auttavat kasvia puolustautumaan pato-
geeneja eli taudinaiheuttajia ja herbivoreja eli kasvinsyöjiä vastaan (Keskitalo 2001, Puuppo-
nen-Pimiä ym. 2005b, Nile & Park 2014). Toisaalta kasvin tuottamien fenolien värit ja maut 
houkuttelevat pölyttäjiä ja muita eliöitä, jotka voivat levittää kasvin siemeniä (Vickery & 
Vickery 1981, Keskitalo 2001, Taiz & Zeiger 2010). Fenolit toimivat myös kasvihormonien 
tavoin viestinvälityksessä signaalimolekyyleinä kasvien välisessä kilpailussa ja kasvien mik-
robien välisessä symbioosissa (Keskitalo 2001, Taiz & Zeiger 2010).  
3.2 Mustikan bioaktiiviset yhdisteet 
Mustikan bioaktiivisia yhdisteitä voidaan luokitella seuraavasti: 1) yksinkertaiset flavonoidit, 
joihin kuuluvat antosyaanit ja flavonolit, 2) fenolihapot, joihin sisältyy kanelihapot ja bent-
soehapot ja 3) tanniinit, joihin luokitellaan kondensoituvat ja hydrolysoituvat tanniinit (kuva 
2) (Puupponen-Pimiä ym. 2005b, Erdman ym. 2007). Näiden lisäksi mustikan fenoliyhdisteitä 
ovat lignaanit ja stilbeenit (Piippo 2010). Mustikka on yksi tutkituimmista marjoista terveys-
vaikutteisten fenolisten yhdisteiden ja erityisesti sen marjojen sisältämien flavonoidien ansi-
osta (Heinonen 2007, Lätti ym. 2008). 
 
Kuva 2. Mustikan bioaktiivisten yhdisteiden jaottelua (Puupponen-Pimiä ym. 2005b, Erdman 
ym. 2007) 
3.2.1 Flavonoidit 
Flavonoideja tunnetaan nykyisin tuhansia ja ne jaetaan lukuisiin luokkiin kemiallisen raken-
teensa perusteella (Ghosh & Konishi 2007, Erdman ym. 2007). Mustikan flavonoideja ovat 
antosyaanit, flavonolit ja katekiinit (Törrönen ym. 2007, 2013). Flavonoidit muodostuvat ra-
kenteellisesti kolmesta renkaasta, joista reunimmaiset koostuvat aromaattisesta renkaasta ja 
keskimmäinen rengas on liittynyt niihin hiiliketjuilla (kuva 3) (Erdman ym. 2007). 
Mustikan bioaktiivisia yhdisteitä 
Flavonoidit 
Antosyaanit 
Flavonolit 
Fenolihapot 
Kanelihapot 
Bentsoehapot 
Tanniinit 
kondensoituvat  
hydrolysoituvat  
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Kuva 3. Flavonoidin perusrakenne (Erdman ym. 2007) 
Kasvissa flavonoidit sijaitsevat pääosin maanpäällisissä osissa, kuten lehdissä ja kukissa, 
koska flavonoidien synteesi edellyttää valoa (Hyvärinen ym. 2001). Flavonoidit antavat kas-
ville väriä, makua, mikä houkuttelee kasvinsyöjiä syömään marjoja ja levittämään niiden si-
sältämiä siemeniä (Hyvärinen ym. 2001, Riihinen ym. 2008). Ne toimivat myös antioksidant-
teina ja suojaavat kasvia myös haitalliselta UV-B-säteilyltä (Hyvärinen ym. 2001, Jaakola ym. 
2004, Riihinen ym. 2008).  
3.2.1.1 Antosyaanit 
Antosyaanit voidaan luokitella sekä antosyanidiineihin eli vapaisiin aglykoneihin, joissa ei ole 
sokeriosaa, että antosyaniineihin eli glykosideihin, joihin on liittynyt sokeriosa (Taiz & Zeiger 
2010). Yleisiä kasveissa tavattavia antosyanideja ovat syanidiini, pelargonidiini, malvidiini, 
peonidiini, petunidiini ja delfinidiini, esiintyvät kasveissa sidottuina tiettyjen sokereiden, ku-
ten galaktoosin, glukoosin, arabinoosin kanssa (kuva 4) (Lätti ym. 2008, Landi ym. 2015). 
Vesiliukoiset antosyaanit sijaitsevat kasvissa vakuoleissa (solunesterakkuloissa) ja solukoissa 
antaen kasvien hedelmille, marjoille ja kukille niiden kauniin sinisen (delfiniini), punaisen 
(syanidiini) tai violetin (pelargonidiini ja malvidiini) sävyisen värin (Ghosh & Konishi 2007, 
Burdulis 2009, Nile & Park 2014).  
 
 
 
 
Kuva 4. Antosyaanien kemiallinen yleisrakenne, jossa sokeriryhmät voivat kiinnittyä R1 ja R2 
hiiliin. (Lätti ym. 2008, Landi ym. 2015) 
 
Kasvin antosyaanit houkuttelevat hyönteisiä ja muita eläimiä (Taiz & Zeiger 2010) ja ne 
suojaavat kasvin soluja haitallisen UV-B-säteilyn vaurioilta (Keskitalo 2001, Landi ym. 
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2015). Säteilyn lisäksi muutkin ympäristön aiheuttamat abioottiset tai bioottiset stressitekijät, 
kuten kylmyys, kuivuus tai kasvitauteja aiheuttavat mikrobit, voivat aktivoida antosyaniinien 
synteesiä kasvin eri osissa (Keskitalo 2001).  
Mustikan ja sen lähisukulaisen pensasmustikan (Vaccinium corymbosum L.) antosyaani-
koostumukset ovat erilaiset (Riihinen ym. 2008, Burdulis ym. 2009). Molempien lajien mar-
joissa antosyaanit sijaitsevat pääosin marjan kuoressa, mustikassa antosyaniineja on kuitenkin 
huomattavia määriä myös hedelmälihassa (Riihinen ym. 2008, Burdulis ym. 2009). Ero he-
delmälihan antosyaanimäärissä näkyy myös hedelmälihan värissä, pensasmustikan vaalean 
vihertävä hedelmäliha ei sisällä antosyaaneja kuitenkaan yhtä paljon kuin mustikan sinisen-
punertava hedelmäliha (kuva 5). Antosyaanikoostumukset eroavat myös siten, että pohjois-
suomalaisten metsämustikoiden marjojen antosyaanien ja flavonolien pitoisuudet ovat noin 
kolminkertaiset verrattuna pensasmustikkaan (North blue) (Riihinen ym. 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 5. Mustikan (vasemmalla) ja pensasmustikan (oikealla) hedelmälihojen väriero (Plant 
Incredients 2014). 
3.2.1.2 Flavonolit 
Flavonoideihin kuuluvat flavonolit sijaitsevat kasvien kukissa, lehdissä ja varsissa (Vickery & 
Vickery 1981, Taiz & Zeiger 2010). Flavonolit absorboivat valoa lyhyemmillä aallonpituuk-
silla verrattuna antosyaaneihin, ja suojaavat kasvin soluja haitallisen UV-B-säteilyn (280–320 
nm) vaurioilta, kuten DNA:n mutaatioilta (Taiz & Zeiger 2010). Flavonolit ovat monimuotoi-
nen ryhmä, koska hydroksyliryhmät voivat sijoittua flavonolien kolmirenkaisen molekyyli-
rungon erikohtiin (kuva 6) (Vickery & Vickery 1981, Taiz & Zeiger 2010). Mustikat ovat 
myös hyviä flavonolien lähteitä (Erdman ym. 2007). Mustikan eri osien yleisimpiä flavonole-
ja ovat kversetiini, kamferol ja myrisetiini (Jaakola ym. 2004, Erdman ym. 2007). 
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Kuva 6. Flavonolien yleinen molekyylirakenne (Taiz & Zeiger 2010).  
3.2.2 Tanniinit 
Tanniinit voidaan luokitella niiden rakenteen avulla kondensoituviin (proantosyanidiinit) ja 
pienempikokoisiin hydrolysoituviin tanniineihin (ellagitanniinit ja gallotanniinit) (kuva 7) 
(Puupponen-Pimiä 2005b, Barbehenn & Constabel 2011, Nile & Park 2014). Flavonoidit ja 
fenolihapot ovat tanniinien synteesin esiasteita (Puupponen-Pimiä 2005b). Tanniineja esiintyy 
runsaasti monissa marjoissa, mustikalle tyypillisiä ovat kondensoituneet tanniinit (Riihinen 
2005, Törrönen ym. 2007, 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 7. Kondensoituvien (vasemmalla) ja hydrolysoituvien (oikealla, ellagitanniini) tannii-
nien yleinen rakenne (Puupponen-Pimiä 2005b, Barbehenn & Constabel 2011).  
Kasvit tarvitsevat tuottamiaan tanniineja esimerkiksi puolustautuakseen herbivoreilta eli 
kasvinsyöjiltä (Taiz & Zeiger 2010, Barbehenn & Constabel 2011). Tanniinit vaikuttavat kas-
vin makuun, ja nisäkkäiden on todettu välttelevän runsaasti tanniineja sisältäviä kasveja (Taiz 
& Zeiger 2010, Barbehenn & Constabel 2011).  
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3.2.3 Fenolihapot 
Fenoleihin luokiteltavia fenolihappoja ovat a) kanelihapot (kahvihappo, p-kumariinihappo ja 
ferulahappo) ja b) bentsoehapot (protokatekuhappo, p-hydroksdibentsoehappo ja gallushappo) 
(kuva 7) (Puupponen-Pimiä ym. 2005b). Fenolihapot muodostuvat aromaattisesta fenolisesta 
renkaasta ja orgaanisesta haposta (Vickery & Vickery 1981). Ne voivat toimia lähtöaineina 
flavonoidien ja kondensoituneiden tanniinien biosynteesissä (Seigler 1998, Puupponen-Pimiä 
ym. 2005b). Fenolihapot ovat tehokkaita antioksidantteja (Mattila ym. 2006). Mustikka on 
hyvä fenolihappojen lähde, koska sen marjoissa on fenolihappoja noin 50 mg/100g tuorepai-
noa (Mattila ym. 2006). Mustikan fenolihappoja ovat hydroksikanelihapot ja hydroksibent-
soehapot (Törrönen ym. 2007, 2013).  
 
 
 
Kuva 7. Kanelihappojen (vasemmalla, kahvihappo) ja bentsoahappojen (oikealla, gallushap-
po) kemiallinen rakenne (Puupponen-Pimiä ym. 2005b). 
3.3 Bioaktiivisten yhdisteiden terveysvaikutuksia 
Tutkimuksien mukaan fenolisilla yhdisteillä on lukuisia positiivisia vaikutuksia ihmisen ter-
veyteen. Esimerkiksi antosyaanien terveysvaikutukset elimistössä perustuvat niiden antioksi-
datiivisuuteen (Ghosh & Konishi 2007, Riihinen ym. 2008, Seeram 2008), jonka ansiosta an-
tosyaniinit voivat ehkäistä diabetesta (Ghosh & Konishi 2007), syöpää (Prior ym. 1998, See-
ram 2008) sekä sydän- ja verisuoni sairauksia (Prior ym. 1998). Antosyaanit vaikuttavat myös 
positiivisesti silmien terveyteen (Ghosh & Konishi 2007) ja näköpurppuran muodostumiseen 
parantaen hämäränäköä (Canter & Ernst 2004). Lisäksi antosyaniinit ehkäisevät allergioita ja 
tulehduksia (Ghosh & Konishi 2007, Seeram 2008). Flavonoidit ovat myös mukana ihmisen 
elimistön immuunipuolustuksessa, koska ne lisäävät antimikrobista aktiivisuutta ja ehkäisevät 
useiden patogeenien kasvua (Salmonella, Staphylococcus, Helicobacter ja Bacillus) (Puuppo-
nen-Pimiä ym. 2005a). Lisäksi tanniinit voivat toimivat ihmisen elimistössä tiettyinä pitoi-
suuksina antioksidantteina ja ne vähentää tulehduksia sekä heikentää taudinaiheuttajien kas-
vua (Nile & Park 2014).  
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Polyfenolit erittyvät kuitenkin pois elimistöstä melkein kokonaan, joten elimistö ei varastoi 
polyfenoleita kudoksiin (Erdman ym. 2007). Tästä syystä polyfenoleita onkin saatava sään-
nöllisesti terveysvaikutusten aikaansaamiseksi ja ylläpitämiseksi. Erityisesti antosyaanien 
imeytyminen ja poistuminen elimistöstä on nopeaa (Cheynier 2005). 
3.4 Fenoliyhdisteiden määrään vaikuttavat tekijät 
Tutkimusten mukaan lehtien fenolisten yhdisteiden pitoisuus on yleensä korkeampi vähära-
vinteisimmissa maaperissä kuin ravinteikkaissa maaperissä (Witzell & Shevtsova 2004, Martz 
ym. 2010). Hiili-typpi-tasapainoteoria (CNB) voikin selittää osittain eroavaisuuksia mustik-
kapopulaatioiden fenolisissa yhdisteissä (Bryant ym. 1983, Lavola & Tiitto-Julkunen 1994). 
Hiili-typpi-tasapainoteorian mukaan kasvi panostaa ensisijaisesti sen primaarimetaboliaan eli 
kasvuun (Bryant ym. 1983, Lavola & Tiitto-Julkunen 1994). Kasvin primaarikemian ja se-
kundaarikemian synteesit kilpailevat keskenään samoista lähtötuotteista, joten kasvin sekun-
daarikemian tuotteiden määrä pienenee kasvun lisääntyessä esimerkiksi hyvän ravinnetilan-
teen tai nousseen lämpötilan ansiosta (Bryant ym. 1983, Lavola & Tiitto-Julkunen 1994). Toi-
saalta, jos ravinteista typpi tai vallitseva lämpötila tai muu vastaava tekijä rajoittaa kasvin 
kasvua, mutta hiilidioksidia on kuitenkin tarjolla, kasvi ei voi kasvaa vaan se käyttää hiilen 
sekundaarikemiaan (Bryant ym. 1983, Lavola & Tiitto-Julkunen 1994). Typen puute on eni-
ten kasvin kasvua rajoittava tekijä (Witzell & Shevtsova 2004). CNB-teorian avulla voidaan 
olettaa, että karuimpien saarten kasveissa on enemmän fenolisia yhdisteitä kuin ravinnepitoi-
semmilla mantereisilla kasvupaikoilla.  
Kasvin fenolien synteesin aktivoitumiseen ja niiden pitoisuuksiin voivat vaikuttaa ravintei-
den ohella myös muut stressitekijät ja ympäristötekijät, kuten erityisesti valo (voimakkuus, 
päivänpituus, UV-säteily), lämpö, ilmansaasteet, maaperän laatu, kasvupaikka ja kasvin ge-
neettiset tekijät sekä näiden tekijöiden yhteisvaikutukset (Keskitalo 2001, Lätti ym. 2008). 
Esimerkiksi viileämpi lämpötila tehostaa antosyaaninen ja muiden fenolien muodostumista 
kasvissa (Keskitalo 2001). Toisaalta myös kasvin kehitysvaihe ja kasvin osa on myös keskei-
nen tekijä, joka vaikuttaa fenolien esiintymiseen (Keskitalo 2001). Esimerkiksi kypsien mus-
tikoiden antosyaanipitoisuus on korkeampi kuin niiden mustikoiden, jotka on kerätty heti 
marjojen muututtua sinisiksi (Prior ym. 1998). Lisäksi vuodenajan vaihtelut vaikuttavat kas-
vin fenolisten yhdisteiden konsentraatioihin (Nybakken ym. 2013). Näin ollen joitakin yhdis-
teitä tuotetaan enemmän kesällä ja toisia taas runsaammin syksyllä, mikä voi olla seurausta 
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fenolisten yhdisteiden erilaisista tehtävistä kasvissa ja fenolisten yhdisteiden biosynteesipolun 
eri vaiheista (Nybakken ym. 2013). 
4 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET JA HYPOTEESIT 
Pro gradu-tutkielman kohteena ovat mustikan marjojen, lehtien ja varsien sisältämät terveys-
vaikutteiset bioaktiiviset yhdisteet eli fenoliyhdisteet. Tavoitteena on tutkia, miten kasvupaik-
ka vaikuttaa saarien ja mantereiden sekä mantereiden etelä- ja pohjoisrantojen mustikkapopu-
laatioiden sisältämien bioaktiivisia yhdisteiden määrään ja laatuun. Lisäksi määritetään vai-
kuttaako lehtien ja marjojen paino tai lehden pinta-ala fenoli-, antosyaani ja tanniinimääriin. 
Tutkimuskysymyksiä ovat seuraavat: Millaisia eroja on mustikkapopulaatioiden bioaktiivisis-
sa yhdisteissä? Kuinka saarien ja mantereiden tai etelä- ja pohjoismantereiden mustikkapopu-
laatioiden bioaktiivisten yhdisteiden koostumukset eroavat toisistaan? Vaikuttaako mustikan 
lehtien paino ja pinta-ala tai marjojen paino tuotettujen yhdisteiden määrään? Hypoteesina 
tutkimuksessa on, että karut saaret ja ravinteikkaammat mantereet ja toisaalta erot valonmää-
rässä etelä- ja pohjoisrannoilla aiheuttavat eroja fenolisten yhdisteiden määrissä ja pitoisuuk-
sissa mustikka populaatioiden välille. 
5 AINEISTOT JA MENETELMÄT 
5.1 Kasvinäytteiden keräys ja näytteiden esikäsittely 
Pro gradu-tutkielman aineistona käytettyjä mustikan marjoja ja varpuja kerättiin 18.8.2015 
Luikonlahden Rikkaveden alueelta (kuvat 9 ja 10). Kasvinäytteitä haettiin sekä kahdeksalta 
saarelta: Tiukusaari, Suusaari, Lamposaari, Heikinsaari, Iso-Ihalainen, Laiturisaari, Turulan-
saari ja Viitasaari, että kahdeksalta mantereelta, jotka toimivat vastineena mainituille saarille. 
Etelärantoihin kuuluvat mantere Suusaarelle, mantere Lamposaarelle, mantere Iso-Ihalaiselle 
1 ja mantere Laituusaarelle. Pohjoisrantoihin luetaan mantere Heikinsaarelle, mantere Iso-
Ihalaiselle 2, mantere Turulansaarelle ja mantere Viitasaarelle.  
Tutkittavia näytteitä (marja, lehdet, varsi) oli siis yhteensä 48 kpl (3 mustikan osaa*16 eri 
näytettä). Jokaiselta 16:sta näytteenottopaikalta kerättiin mustikkapopulaatioiden varpuja leh-
tineen noin kymmenen kappaletta ja marjoja marjapoimurin avulla noin 300 g. Näytteet kerät-
tiin satunnaisista kohdista näytteenottopaikoilta noin 10 metrin välein, jotta mustikkapopulaa-
tioista tulisi mahdollisimman heterogeeninen otos. Lehtien ja varpujen esikäsittely aloitettiin 
kahden viikon kuluttua niiden keräyksestä ja kuivailma kuivauksesta. Marjoja säilytettiin 
pakkasessa laboratorioanalyyseihin asti. 
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Kuva 9. Mustikkanäytteiden keräyspaikat Rikkavedellä (Paikkatietoikkuna 2015). Punaiset 
pisteet kuvaavat näytteiden keräyspaikkoja, jossa 1=Tiukusaari, 2=Suusaari, 3=mantere Suu-
saarelle, 4=mantere Lamposaarelle, 5=Lamposaari, 6=Heikinsaari, 7=Iso-Ihalainen, 
8=mantere Iso-Ihalaiselle (1), 9=mantere Laituusaarelle, 10=Laituusaari, 11=Turulansaari, 
12=Viitasaari, 13=mantere Viitasaarelle, 14=mantere Turulansaarelle, 15=mantere Iso-
Ihalaiselle (2), ja 16=mantere Heikinsaarelle ja Tiukusaarelle. 
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Kuva 10. Aineiston keruupäivä Rikkavedellä 18.8.2015 
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5.2 Fenolisten yhdisteiden määritys 
Mustikan bioaktiiviset yhdisteet analysoitiin biologian laitoksen tutkimuslaboratoriossa ole-
villa menetelmillä. Liukoiset pienimolekyyliset fenolit uutettiin varsista ja lehdistä metanoli-
uutoilla ja marjojen antosyaanit uutettiin asetoni-muurahaishappouutolla, ja niiden määrät 
analysoitiin nestekromatografilla (high pressure liquid chromatography, HPLC) (Nybakken 
ym. 2012, Lavola ym. 2012). Suurimolekyyliset tanniinit analysoitiin värinmuutokseen perus-
tuvan (happo-butanoli) hydrolyysireaktion jälkeen fotometrin avulla (Hagerman 2011). Ai-
neistoa käsiteltiin Itä-Suomen yliopiston Luonnonainetutkimuksen laboratoriossa, Tiedepuis-
tossa. Mustikat pakastettiin ja varvut lehtineen kuivatettiin kuivailma-kuivaushuoneessa, jon-
ka suhteellinen kosteus oli 10 %. Kasvinäytteistä eroteltiin lehdet ja varsi sekä marjat seuraa-
via työvaiheita varten. 
5.2.1 Fenolisten yhdisteiden metanoliuutto lehdistä ja varsista 
Mustikan lehtien ja varren fenoliyhdisteet eristettiin kuivatusta kasvimateriaalista metanoli- 
uutolla (Nybakken ym. 2012). Aluksi jokaisesta 16 näytepussista valittiin 10*5(n) eli 50 kap-
paletta hyväkuntoista lehteä verson kärjestä. Jokaisesta näytteestä määritettiin 50 lehden paino 
(g) analyysivaa’alla. Näistä 50 lehdestä valittiin satunnaisesti edelleen 20 lehteä, jotka homo-
genisoitiin Precellys-kuulamyllyssä, käyttäen 7 ml Precellys-putkia. Lisäksi valituista 50 leh-
destä otettiin edelleen viisi lehteä, joista mitattiin lehtien pinta-ala LI-COR:illa (LI-3000C) 
(kuva 11). 
 
 
 
 
 
 
Kuva 11. Pinta-alan mittaaja LI-COR (LI-3000C) 
 
Lisäksi jokaisesta näytepussista (saaret ja mantereet 16 kpl) katkaistiin 10*5(n) noin 2.5 
cm mittaista mustikan varren pätkää aivan verson kärjestä. Varsista poistettiin pinseteillä sil-
mut, ja varren pätkät leikattiin saksilla pienemmiksi homogenisointia varten. Lopuksi mitat-
tiin 50 varren osan paino (g) analyysivaa’alla. Näistä 50 varren palasta eroteltiin puolet ho-
mogenisointia varten.  
15 
 
Tämän jälkeen jauhetusta kasvinäytteistä punnattiin mikrovaa’alla noin 5 mg tarkasti mik-
rogramman (µg) tarkkuudella. Punnittu näyte siirrettiin 2 ml Precellys-putkeen, johon lisättiin 
kuulia neljä kappaletta.  
Näytteitä uutettiin neljä tai kuusi kappaletta kerrallaan (kuva 12). Ensimmäisellä uuttokier-
roksella lisättiin 0,6 ml kylmää metanolia 2 ml Precellys-putkeen. Tämä homogenisoitiin Pre-
cellys 24-kuulamyllyllä 25 sekunnin ajan. Precellys-putki laitettiin jäähän uuttumaan 15 mi-
nuutiksi. Näyte homogenisoitiin uudelleen Precellyksellä (25 sekuntia), ja sentrifugoitiin Ep-
pendorf sentrifugissa (5415 R) 3 minuuttia (13 000 r/min, 4 ºC). Näyteputket otettiin varovasti 
faasien sekoittumista välttäen sentrifugista. Lopuksi erottunut supernatatti siirrettiin Pasteur-
pipetillä Precellys-putkesta 6 ml koeputkeen. Toisella uuttokerralla lisättiin Precellys putkeen 
0,6 ml kylmää metanolia ja homogenisoitiin 25 sekunnin ajan. Putki laitettiin jäähän seiso-
maan 5 minuutiksi. Näyte homogenisoitiin uudelleen (25 sekuntia), ja sentrifugoitiin 3 mi-
nuuttia (13 000 r/min, +4 ºC). Lopuksi erottunut neste yhdistettiin Pasteur-pipetillä samaan 6 
ml koeputkeen aiemman kierroksen uutteen kanssa. Uuttoja toistettiin vielä kaksi kertaa (yh-
teensä neljä uuttokertaa). Metanoli haihdutettiin näytteistä lopuksi haihdutus-sentrifugissa 
(Epperdorf Concentrator 5301) +45 ºC:ssa. Koeputki suljettiin korkilla ja näytteet säilytettiin -
20 ºC:ssa.  
Uuttamisen onnistumista tarkkailtiin sisäisen standardin avulla. Noin kolmannekseen näyt-
teistä lisättiin salisiini-standardia (Sigma-Aldrich, USA). Esimerkiksi 16 lehtinäytteestä vii-
teen lisättiin salisiinia. Lisäksi jokaisena uuttopäivänä tehtiin kaksi salisiini-standardin (ei 
kasvimateriaalia) sisältävää uuttoa, joka käsiteltiin samoin kuin näytteet. Pelkkää salisiinia 
sisältävä näyte toimi vertailukohtana salisiinin ja kasviuutteen sisältämälle näytteelle. Stan-
dardina käytetty salisiini kantaliuos sisälsi 6 mg salisiinia 10 ml:ssa metanolia. Niissä näyt-
teissä, joihin sisäinen standardi lisättiin, käytettiin ensimmäisellä uuttokierroksella pelkän 
metanolin (600 µl) sijaan 100 µl sisäisen standardin kantaliuosta sekä 500 µl metanolia. 
 
 
 
 
 
Kuva 12. Mustikan varsien ja lehtien fenolien uuttovaiheita 
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5.2.2 Varren ja lehden yhdisteiden analysointi nestekromatografialla 
Mustikan varsien ja lehtien fenolien tunnistaminen ja määrällinen analyysi tehtiin nestekro-
matografialla (Agilent Tecnologies, Series 1100, Saksa), jossa oli käytössä käänteisfaasiko-
lonni (G1316A, Agilent Tecnologies, Saksa) ja UV-detektori (G1315B) (Nybakken ym. 
2012). HPLC ajoa varten näytteet liuotettiin metanoli-vesi seokseen, mustikan lehtinäytteen 
lisättiin 500 µl metanolia ja 500 µl milli-Q-vettä, ja varsinäytteisiin 300 µl metanolia ja 300 
µl milli-Q vettä. Sakka liuotettiin ensin metanoliin, liukenemista autettiin lyhyellä ultraääni-
haudekäsittelyllä (Bandelin Sonorex Super RK 106). Tämän jälkeen näytteeseen lisättiin vesi, 
ja se sekoitettiin Vortex-ravistelijalla. Liuotuksen jälkeen näyte siirrettiin Pasteur -pipetillä 
Eppendorf-putkeen, ja se sentrifugoitiin 3 minuuttia (13 000 r/min, +3 ºC). Lopuksi superna-
tantti pipetoitiin Pasteur-pipetillä HPLC-pulloon, jotka suljettiin tiiviisti nestekromatografiaa 
varten.  
Nestekromatografisessa analyysissa ajoliuoksena käytettiin kahta eri liuosta. A-liuos sisälsi 
milli-Q vettä ja vesiliukoista orgaanista liuotinta, tetrahydrofuraania 1,5 % sekä 0,25 % orto-
fosforihappoa, kun taas B-liuos oli 100 % metanolia. Ajot suoritettiin gradientti-ajona, jossa 
metanolin osuutta nostettiin lineaarisesti 5 minuutista 40 minuuttiin Julkunen-Tiitto ja Sorsa 
(2001) metodin mukaisesti. Mustikan lehtien injisointitilavuus oli 10 µl ja varsien 15 µl. Mus-
tikan lehtien ja varsien fenoliyhdisteitä tarkasteltiin 220, 270, ja 320 nm aallonpituuksilla.  
Erotusprosessin lopputuloksena tulostui kromatogrammi, jossa eri yhdisteet näkyivät sig-
naaleina eli piikkeinä. Lehtien ja varsien fenolit tunnistettiin vertaamalla näytteistä saatujen 
piikkien retentioaikoja ja absorbtiospektrejä spektrikirjastoihin ja kaupallisiin standardeihin. 
5.2.3 Antosyaanien uuttaminen marjoista 
Mustikan marjanäytteistä eroteltiin uuttamalla antosyaanit (kuva 13) (Lavola ym. 2012). Pa-
kastetuista marjoista valittiin satunnaisesti marjoja noin 100 ml dekantterilasillinen, joka upo-
tettiin kylmään jääastiaan. Dekantterilasista valittiin satunnaisesti kuusi marjaa, jotka leikat-
tiin lasialustan päällä steriilillä veitsellä puoliksi. Näistä leikatuista marjoista otettiin pinseteil-
lä marjojen toiset puolikkaat eli yhteensä kolme marjaa. Ne punnittiin analyysivaa’alla ja ne 
siirrettiin pinseteillä 50 ml falcon-putkeen. Tämä työvaihe tehtiin mahdollisimman nopeasti, 
etteivät marjat ehdi sulaa. Lisäksi jokaisesta näytepussista valittiin erikseen satunnaisesti mar-
joja (10*3), jotka lämpökuivattiin (Memmert, +100 ºC) yön yli marjojen kuivapainon määrit-
tämistä varten.  
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Marjojen uutto tehtiin näyte kerrallaan, toisin kuin mustikan lehdet tai varret, jotka tehtiin 
näytesarjoittain. Punnituksen jälkeen 50 ml falcon-putkeen lisättiin marjojen puolikkaiden 
lisäksi 10 ml uuttoliuosta. Uuttoliuoksessa oli 70 % asetonia (70 ml) ja 1 % muurahaishappoa 
(1 ml) ja loput 29 % milli-Q-vettä (29 ml). Uuttoon valitut marjat homogenisoitiin 50 ml fal-
con-putkessa Ultra-Turraxin (T25) avulla kahden minuutin ajan. Homogenisoitu marjanäyte 
sentrifugoitiin 3 minuutin ajan (Epperdorf Centrifuge 5810 R) (+ 20 ºC, 4000 rpm/rcf). Sakas-
ta erottunut supernatantti pipetoitiin pitkällä Pasteur-pipetillä 100 ml mittalasiin. Toisella uut-
tokierroksella 50 ml falcon-putkeen lisättiin 5 ml uuttoliuosta, ja sekoitettiin kevyesti heilut-
tamalla. Näyte sentrifugointiin ja supernatantti yhdistettiin mittapulloon. Kolmas ja neljäs 
uuttokierros tehtiin kuten toinen uuttokierros. Jokaisen marjanäytteen uutteet koottiin yhteen 
100 ml mittalasiin, josta mitattiin kunkin näytteen lopputilavuus. Antosyaaninäytteet analy-
soitiin samana päivänä kuin ne uutettiin. HPLC ajoa varten valmiit näytteet pipetoitiin Pas-
teur-pipetillä HPLC-näytepulloon, joka suljettiin tiiviisti korkilla. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 13. Mustikan marjojen antosyaaninen uuttamisen työvaiheita 
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5.2.4 Antosyaniinien analysointi nestekromatografialla 
Antosyaanien HPLC-analyysissä käytetyt ajoliuokset muodostuivat seuraavista komponen-
teista: A = 5 % muurahaishappo (51 ml / 1 l milli-Q-vettä) ja B = 100 % metanoli. Myös an-
tosyaniinien HPLC-ajo suoritettiin gradientti-ajona, jossa metanolin osuutta nostettiin lineaa-
risesti 5 minuutista 55 minuuttiin (Lavola ym. 2012). Mustikan marjojen injisointilavuutena 
käytettiin (10 µl), ja marjojen yhdisteitä tarkasteltiin 520 nm aallonpituudella. Marjojen tun-
nistamista ja määrän laskemista varten valmistettiin standardinäytteet syanidiinin 3-
glukosidista (0,0291 mg/0,6 ml  0,0485 µg/µl *40 µl = 1,94 µg/injisointitilavuus) ja del-
finiidin 3-galaktosidista (0,0289 mg/0,6 ml  0,0481 µg/µl * 40 µl = 1,926 
µg/injisointitilavuus). 
5.2.4 Fenolipitoisuuksien laskeminen 
Mustikan varsien ja lehtien fenoliyhdisteiden pitoisuudet (mg/g kuivapainoa) laskettiin kro-
matogrammin piikkien pinta-alojen (katekiinit: aallonpituudelta 220 nm, prosyanidiinit: 270 
nm, ja fenolihapot, flavonoidit ja muut fenolit: 320 nm) perusteella kaavalla: 
 
Piikin ala * Rf * näytteen lopputilavuus (μl) 
injisointitavuus (μl) / punnittu määrä (mg) 
 
Kaavassa Rf-arvo = kaupallisten standardien avulla määritetty vastetekijä fenoliyhdisteelle. 
Rf-arvot eli vaste-tekijät fenoliyhdisteille määritettiin erikseen jokaiselle fenoliyhdisteelle. 
Katekiineille standardina käytettiin (±)-katekiinia, prosyaniideille prosyanidiini B2, fenoli-
happojen klorogeenihapoille klorogeenihappoa ja kinnamiinihapolle p-OH-kinnamiinihappoa, 
flavonoidien kaemferoleille kaemferol 3-O-glukosidia, kversetiineille ja hyperiinille kversetin 
3-galaktosidia sekä stilbeeneille piceatannolia että salisiineille salidrosidia. 
5.2.5 Antosyaanipitoisuuksien laskeminen 
Marjojen antosyaaniyhdisteiden pitoisuudet (mg/g tuorepaino) laskettiin kromatogrammin 
piikkien pinta-alojen (aallonpituuden 520 nm) perusteella seuraavalla kaavalla: 
 
Piikin ala * Rf * lopputilavuus (ml)_ 
injisointitilavuus (μl) / punnittu määrä (g) 
 
Kaavassa Rf-arvo = kaupallisten standardien avulla määritetty vastetekijä antosyaaniyhdis-
teelle. Marjojen antosyaanien määrityksessä hyödynnettiin valmiita kaupallisia standardeja, 
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syanidiinin 3-glukosidia (Sandnes, Norja) syanidiineille ja delfiniidin 3-galaktosidia muille 
antosyaaneille. Rf-arvot eli vastetekijät antosyaaneille laskettiin erikseen antosyaaneille kaa-
valla: injisointitilavuudessa oleva yhdistemäärä / piikin integroitu pinta-ala. Vastetekijä sy-
anidiineille oli 0,00107 ja delfiniideille sekä muille antosyaaneille oli 0,00121. 
5.3 Tanniinien määritys ja laskeminen 
Mustikan lehtien ja varsien kondensoituneiden tanniinien määritys tehtiin happo-
butanolitestillä (kuva 14) (Hagerman 2011). Tanniinit määritettiin vastaavista jauhetuista leh-
ti- ja varsinäytteistä kuin pienimolekyyliset metanoliliukoiset fenolit edellä. Lehti- ja varsi-
näytettä (16*2) punnittiin ensin mikrovaa’an avulla 0,3-0,4 mg 20 ml:n koeputkiin. Putkiin 
pipetoitiin 6 ml butanolia, 0,25 ml rautareagenssia ja 1 ml metanolia. Näytteet sekoitettiin 
vortexin avulla. Butanoliputkien korkit jätettiin hieman auki ja näytteitä hydrolysoitiin 50 
minuutin ajan vesihauteessa vetokaapissa. Tämän jälkeen näytteiden annettiin jäähtyä 10 mi-
nuuttia vetokaapissa. Happo-butanoli testissä näytteiden väri muuttuu keltaisesta punaiseksi 
keittämisen aikana, mitä suurempi tanniinipitoisuus sitä voimakkaampi punainen väri. Lopuk-
si näytteistä mitattiin absorbanssi fotometrilla (Spectronic 20 Instruments), 550 nm aallonpi-
tuudella. Nollaliuoksena toimi näyte, jossa oli reaktioon käytetyt reagenssit.  
Mustikan lehtien ja varsien tanniinipitoisuus laskettiin fotometrilla mitattujen absorbanssi-
en perusteella valmiilla vaivaiskoivun (Betula nanan) tanniinisuoralla: 
 x = y − 0,0317 
 0,0066 
Kaavassa y = spektrofotometrilla mitattu absorbanssi, ja x = absorbanssia vastaava tannii-
nimäärä. Tulos ilmoitetaan mg tanniinia/g lehteä (kuivapainoa). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 14. Mustikan varsien ja lehtien tanniinien uuttovaiheita 
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5.4 Tilastollinen käsittely 
Tutkimuksesta saatu aineistodata taulukoitiin ja analysoitiin Microsoft Office Excel 2010 -
tiedonkäsittelyohjelmalla sekä SPSS-tilasto-ohjelmalla (versio 21, IBM). Tulosten tilastolli-
seen analysointiin valittiin yksisuuntainen varianssianalyysi (Anova). Tällä analyysilla tutkit-
tiin onko mustikan kasvu-paikalla (saari tai manner ja etelä- tai pohjoisranta) tilastollisesti 
merkitseviä vaikutusta mustikkapopulaatioiden fenolipitoisuuksiin tai oliko näytteen muilla 
ominaisuuksilla (lehden kuivapaino ja pinta-ala sekä marjan kuiva- ja tuorepaino) tilastollises-
ti merkitsevää vaikutusta mustikkapopulaatioiden fenolipitoisuuksiin. Jotta parametrisen tes-
tin vaatimukset täyttyivät marjojen delfinidiinien ja varsien prosyanidiini 3 osalta tehtiin ta-
voitemuuttujaan logaritmimuunnos (Lg10). Lisäksi lehtien prosyanidiini 5, lehtien fenoliha-
pot, marjojen syanidiinit, varsien totaali fenolit, varsien prosyanidiinit, varsien prosyanidiini 1 
ja lehden pinta-ala analysoitiin vastaavalla epäparametrisella testillä (Mann-Whitneyn U-
testi). Lisäksi mustikkapopulaatioiden fenoliyhdisteitä tarkasteltiin pääkomponenttianalyysin 
(Simca-P+ 12.0.1, U-metrics) ja vektorianalyysin (GVA) (Koricheva 1999) avulla. 
 
6 TULOKSET 
6.1 Fenolien kokonaispitoisuudet varsissa ja lehdissä  
Mustikan fenolien metanoliuutossa käytettiin sisäistä standardia, jonka avulla voitiin laskea 
fenolien saantoprosentit. Mustikan fenolien kokonaissaanto oli 95,2 % ± 0,88. 
6.1.1 Varsien fenolikoostumus ja -pitoisuudet  
HPLC-kromatogrammien perusteella mustikan varsista löytyi yhteensä 16 fenoliyhdistettä: 
gallokatekiini, gallokatekiini johdannainen, (+)-katekiini, prosyanidiini 1, prosyanidiini 2, 
prosyanidiini 3, prosyanidiini 4, prosyanidiini 5, klogeenihappo, resveratroli glukosidi, resve-
ratroli, hyperiini, kversetiini 3-glukosidi, resveratrolin johdannainen 2, kversetiini 3-3-
arabinosidi, ja p-OH-kinnamiinihapon johdannainen (taulukko 1). Suurimpina pitoisuuksina 
varsissa olivat prosyaniidi 1, 2 ja 3, jonka lisäksi varsissa oli huomattavia määriä kversetiini 
3-glukosidia (taulukko 1). Prosyaniidit ja flavonoidit olivatkin varsien määrällisesti suurim-
mat fenoliyhdisteryhmät (kuva 16, 18).  
Mustikan varsien HPLC-fenolien totaalimäärissä ei havaittu tilastollisesti merkittäviä eroja 
saarten ja mantereiden tai etelä- ja pohjoisrantojen välillä (kuva 15 A, B). Sen sijaan varsien 
fenoliyhdisteryhmistä fenolihappojen määrä oli merkitsevästi suurempi etelä-, kuin pohjois-
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rannoilla (kuva 17 C) ja varsien resveratroli glukosidin määrä oli saarissa suurempi kuin man-
tereilla (taulukko 1). Muiden mustikan varsien fenoliyhdisteryhmien tai yksittäisten fenoliyh-
disteiden määriin kasvupaikalla ei havaittu olevan tilastollista merkitystä (taulukko 1, kuva 
16, 17). 
Kuva 15 A) Mustikan varsien totaali fenolimäärä (mg/g kuivapaino) saarissa ja mantereilla, ja 
B) mustikan varsien totaali fenolimäärä (mg/g kuivapaino) mantereiden etelä- ja pohjoisran-
noilla. Virhepalkit kuvaavat keskiarvon keskivirhettä. 
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Kuva 16. Mustikan varsien eri fenoliyhdisteryhmien: A) prosyanidiinien, B) flavonoidien, C) 
fenolihappojen, D) katekiinien ja E) muiden fenolien totaali määrät (mg/g kuivapaino) saaris-
sa ja mantereilla. Virhepalkit kuvaavat keskiarvon keskivirhettä. Rinnakkaisten kuvioiden 
akseleissa on samat arvoasteikot. 
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Kuva 17. Mustikan varsien eri fenoliyhdisteryhmien: A) prosyaniidien, B) flavonoidien, C) 
fenolihappojen, D) katekiinien ja E) muiden fenolien totaali määrät (mg/g kuivapaino) mante-
reiden etelä- ja pohjoisrannoilla. Virhepalkit kuvaavat keskiarvon keskivirhettä ja Sig. tilastol-
lista merkitsevyyttä. Rinnakkaisten kuvioiden akseleissa on samat arvoasteikot. 
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6.1.2 Lehtien fenolikoostumus ja -pitoisuudet 
HPLC-kromatogrammien perusteella Luikonlahden mustikkapopulaatioiden lehdistä löytyi 
seuraavat 19 fenoliyhdistettä: salidrosidi, gallokatekiini johdannainen, prosyanidiini 1, pro-
syanidiini 2, prosyanidiini 3, prosyanidiini 4, prosyanidiini 5, kinnamiinihapon johdannainen, 
klorogeenihappo, resveratroli-glukosidi, resveratrolin johdannainen 1, hyperiini, kversetiini 3-
glukosidi, kversetiini 3-arabinosidi, klorogeenihapon johdannainen 1, kversetiini, kaemferol 
3-glukosidi, para-OH-kinnamiinihapon johdannainen ja kversetiinin johdannainen (taulukko 
2). Eniten mustikan lehtien yksittäisistä yhdisteistä löytyi klorogeenihappoa, jonka lisäksi 
lehdistä havaittiin huomattavia määriä kversetiini 3-glukosidia (taulukko 2). Fenolihapot ja 
prosyaniidit olivat mustikan lehtien määrällisesti suurimmat fenoliyhdisteryhmät (kuva 19, 
20).  
Mustikan lehtien HPLC-fenolien totaalimäärissä ei havaittu tilastollisesti merkittäviä eroja 
saarten ja mantereiden tai mantereiden etelä- ja pohjoisrantojen välillä (kuva 18 A, B). Sen 
sijaan lehtien fenoliyhdisteryhmistä fenolihappojen määrä oli merkitsevästi suurempi mante-
reilla kuin saarissa (kuva 19 A) ja lehtien yksittäisistä yhdisteistä klorogeenihappojen määrä 
oli suurempi mantereilla kuin saarissa (taulukko 2). Muiden mustikan lehtien fenoliyhdiste-
ryhmien tai yksittäisten fenoliyhdisteiden määriin kasvupaikalla ei havaittu olevan tilastollista 
merkitystä (taulukko 2, kuva 19, 20). 
 
Kuva 18 A) Mustikan lehtien totaali fenolien määrät (mg/g kuivapaino) saarissa ja mantereil-
la, ja B) mustikan lehtien totaali fenolien määrän määrät keskiarvot (mg/g kuivapaino) mante-
reiden etelä- ja pohjoisrannoilla. Virhepalkit kuvaavat keskiarvon keskivirhettä. 
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Kuva 19. Mustikan lehtien eri fenoliyhdisteryhmien: A) fenolihappojen, B) prosyaniidien, C) 
flavonoidien, D) muiden fenolien, ja E) katekiinien totaali määrä (mg/g kuivapaino) saarissa 
ja mantereilla. Virhepalkit kuvaavat keskiarvon keskivirhettä ja Sig. tilastollista merkitsevyyt-
tä. Rinnakkaisten kuvioiden akseleissa on samat arvoasteikot. 
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Kuva 20. Mustikan lehtien eri fenoliyhdisteryhmien: A) prosyaniidien, B) fenolihappojen, C) 
flavonoidien, D) katekiinien ja E) muiden fenolien totaali määrä (mg/g kuivapaino) manterei-
den etelä- ja pohjoisrannoilla. Virhepalkit kuvaavat keskiarvon keskivirhettä. Rinnakkaisten 
kuvioiden akseleissa on samat arvoasteikot. 
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6.2 Marjojen antosyaanikoostumus ja -pitoisuudet 
Marjojen antosyaaneista tunnistettiin delfinidiineja, syanidiineja, petunidiineja ja malvidiine-
ja. HPLC-kromatogrammien perusteella mustikkapopulaatioiden marjoista löytyi seuraavat 18 
antosyaania: delfinidiini glukosidi 1, delfinidiini glukosidi 2 arabinosidi, delfinidiini glukosidi 
3, delfinidiini 3-galaktosidi, syanidiini glukosidi 1 galaktosidi, syanidiini glukosidi 2, syani-
diini glukosidi 3, syanidiini glukoarabinosidi, syanidiini glukosidi 5, syanidiini glukosidi 6, 
syanidiini 3-glukosidi, petunidiini glukosidi 1, petunidiini glukosidi 2, petunidiini glukosidi 3, 
petunidiini glukosidi + peonidiini galaktosidi, malvidiini glukosidi, malvidiini arabinosidi ja 
viisi kappaletta tunnistamattomia antosyaani aglykoneja. Määrällisesti suurimpia marjojen 
antosyaaniryhmiä olivat mustikalle tyypilliset syanidiinit ja delfinidiinit (kuva 22).  
Tilastollisten analyysien perusteella kasvupaikalla eli saarella ja mantereella tai mantereen 
etelä- tai pohjoisrannalla ei ollut tilastollisesti merkitsevää vaikutusta marjojen antosyaanien 
totaali määrään (kuva 21 A, B). Sen sijaan marjojen antosyaaniryhmistä syanidiinipitoisuudet 
olivat merkittävästi suuremmat mantereiden etelärannoilla kuin pohjoisrannoilla (kuva 23 A). 
Marjojen muiden antosyaaniryhmien määriin kasvupaikalla ei todettu olevan tilastollisesti 
merkitsevää vaikutusta (kuva 22, 23). 
 
 
Kuva 21 A) Mustikan marjojen antosyaanien totaali määrä (mg/g tuorepaino) saarissa ja man-
tereilla, ja B) mustikan marjojen antosyaanien totaali määrä (mg/g tuorepaino) mantereiden 
etelä- ja pohjoisrannoilla. Virhepalkit kuvaavat keskiarvon keskivirhettä. 
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Kuva 22. Mustikan marjojen antosyaanien eri yhdisteryhmien: A) syanidiinien, B) delfinidii-
nien, C) petunidiinien, D) malvidiinien ja E) aglykonien totaali määrä (mg/g tuorepaino) saa-
rissa ja mantereilla. Virhepalkit kuvaavat keskiarvon keskivirhettä. Rinnakkaisten kuvioiden 
akseleissa on samat arvoasteikot. 
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Kuva 23. Mustikan marjojen antosyaanien eri yhdisteryhmien: A) syanidiinien, B) delfinidii-
nien, C) petunidiinien, D) malvidiinien ja E) aglykonien totaali määrä (mg/g tuorepainoa) 
mantereiden etelä- ja pohjoisrannoilla. Virhepalkit kuvaavat keskiarvon keskivirhettä ja Sig. 
tilastollista merkitsevyyttä. Rinnakkaisten kuvioiden akseleissa on samat arvoasteikot. 
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6.3 Tanniinien pitoisuudet varsissa ja lehdissä 
Saarella tai mantereella kasvupaikkana ei ollut tilastollisesti merkitsevää vaikutusta mustikan 
varsien tai lehtien tanniinien kokonaismäärään (kuva 24 A, B). Sen sijaan mantereiden poh-
joisrannoilla kasvaneissa mustikkapopulaatioissa tavattiin merkitsevästi enemmän kondensoi-
tuneita tanniineja kuin etelärannoilla (kuva 25 A). 
Kuva 24. Mustikan A) varsien ja B) lehtien tanniinien totaali määrä (mg/g kuivapaino) saaris-
sa ja mantereilla. Virhepalkit kuvaavat keskiarvon keskivirhettä.  
Kuva 25. Mustikan A) varsien ja B) lehtien totaali tanniinien määrä (mg/g kuivapaino) mante-
reiden etelä- ja pohjoisrannoilla. Virhepalkit kuvaavat keskiarvon keskivirhettä. Sig kertoo 
tilastollisen merkitsevyyden.  
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6.4 Varsien fenolihappojen ja tanniinien synteesi  
Varsien fenolihappojen ja tanniinien pitoisuudet erosivat merkitsevästi mantereiden etelä- ja 
pohjoisrantojen välillä. Vektorianalyysilla tutkittiin johtuuko varsien fenolihappojen ja tannii-
nien erot kasviosan koon muutoksesta vai biosynteesiaktiivisuudesta: a) kasvin osan suhteel-
linen koko pienenee, jolloin sen sisältämien fenolien suhteellinen konsentraatio kasvaa (väke-
vöityminen) vai b) kasvin osan suhteellinen koko kasvaa, jolloin sen sisältämien fenolien suh-
teellinen konsentraatio pienenee (laimeneminen) tai c) kasvin osan suhteellinen koko pysyy 
samana, mutta fenolien suhteellinen konsentraatio kasvaa, eli synteesi kasvaa vai d) kasvin 
osan suhteellinen koko pysyy samana, mutta fenolien suhteellinen konsentraatio vähenee, eli 
synteesi vähenee (kuva 26). Vektorianalyysin perusteella varsien fenolihappojen suhteellinen 
synteesi eli tuotanto oli aktiivisempaa ja vastaavasti varsien tanniinien suhteellinen synteesi 
vähäisempää etelä-, kuin pohjoisrannoilla (kuva 27). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 26. Kasvin osan ja sen sisältämien fenolien suhteellinen konsentraatio (y), suhteellinen 
määrä (x) ja suhteellinen lehden koko (z) muuttuvat. 
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Kuva 27. Varsien fenolihappojen ja tanniinien synteesi mantereiden etelä- ja pohjoisrannoilla. 
Pohjoisranta on vertailukohteena (x=1, y=1, z=1). Sininen viiva kuvaa varsien fenolihappoja 
ja punainen tanniineja etelärannoilla. 
6.5 Saari-mannerparien vertailu 
Pääkomponenttianalyysin (PCA) avulla selvitettiin, kuinka suuri osuus mustikkapopulaatioi-
den saari-mannerpareista ovat toistensa kaltaisia (kuva 28). PCA-mallissa käytettiin sekä var-
sien, lehtien että marjojen fenolikemiaa (kuva 29). PCA:n perusteella suurin osa saari-
mannerpareista oli hyvin samankaltaisia. Eroavaisuutta osoittivat Laituusaari ja Tiukusaari 
sekä niiden vastinmantereet. 
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Kuva 28. PCA mallintaa kuinka suuri osuus mustikkapopulaatioiden saari-mannerpareista 
ovat toistensa kaltaisia, jos parit sijaitsevat lähekkäin ne ovat samankaltaisia. Saari-
mannerparit ovat samanväriset. Saaret ovat ympyröitä ja mantereet kolmioita. Y-akseli kuvaa 
selitysastetta R2X(2) = 0,22 (22 %). ja x-akseli ennustettavuutta R2X(1) = 0,33 (33 %). 
Kuva 29. PCA-mallissa mustikkapopulaatioden saari-mannerparien erottelevana tekijänä oli 
fenolikemia. Y-akseli kuvaa selitysastetta R2X(2) = 0,22 (22 %) ja x-akseli ennustettavuutta 
R2X(1) = 0,33 (33 %). L=lehdet, V=varret ja M=marjat. 
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7 TULOSTEN TARKASTELU 
7.1 Varsien fenoliset yhdisteet 
Omat tulokseni vastaavat mustikan varsista aiemmin tunnistettuja useita fenoliyhdisteryhmiä 
ja yksittäisiä fenoliyhdisteitä, kuten fenolihappojen klorogeenihappoja sekä flavonoidien 
kversetiineja että katekiineja (Witzell ym. 2003, Nybakken ym. 2013). Fenolihapot ja fla-
vonoideihin luokiteltavat flavonolit ovat olleet suurimpia fenolisien yhdisteiden ryhmiä mää-
rällisesti mustikan varsissa (Witzell ym. 2003, Nybakken ym. 2013). Vastaavasti kaikissa 
tutkituissa Rikkaveden mustikkapopulaatioissa flavonoidit ja fenolihapot kuuluivat varsien 
suurimpiin yhdisteryhmiin. Kuitenkin aiemmista tutkimuksista poiketen prosyaniidit olivat 
varsien suurin yhdisteryhmä (Witzell ym. 2003, Nybakken ym. 2013). Tämä fenolisten yhdis-
teryhmien pitoisuuksien eroavaisuus voi osittain johtua ympäristötekijöistä, kuten maaperän 
ravinteista ja kasvupaikasta (Keskitalo 2001).  
Myös havaitut fenolisten yhdisteiden pitoisuudet vastaavat pääsääntöisesti aiemmin musti-
kan varsista saatuja tuloksia (Nybakken ym. 2013). Kuitenkin flavonoidien määrät olivat tut-
kimuksessani suurempia kuin aiemmin määritetty mustikasta (Nybakken ym. 2013). Fenolis-
ten yhdisteryhmien pitoisuuksien eroavaisuuteen voi vaikuttaa abioottiset stressitekijät ja ym-
päristötekijät, kuten erityisesti valo (voimakkuus, päivänpituus, UV-B-säteily) sekä lämpötila, 
koska viileys lisää antosyaanien synteesiä (Keskitalo 2001).  
Mustikan varret sisälsivät myös runsaasti tanniineja, jopa 25 % kuivapainosta. Tanniinien 
määrät olivat huomattavasti suurempia kuin aiemmissa tutkimuksissa on havaittu (Nybakken 
ym. 2013). On kuitenkin huomioitava, että aikaisemmassa tutkimuksessa tanniinit on kvanti-
toitu eri menetelmällä kuin pro gradu-tutkimuksessa. Lisäksi kondensoitunein tarkan tannii-
nien määrän selvittäminen vaatii lisätutkimuksia, sillä happo-butanoli menetelmää käytettäes-
sä suositellaan, että tanniinimäärät lasketaan käyttäen tutkittavasta lajista puhdistettua tannii-
nia (Hattas & Julkunen-Tiitto 2012).  
Tutkimuksen hypoteesien mukaisesti mustikan fenolisten yhdisteiden määrissä löytyi eroja 
varsien yhdisteryhmissä ja yksittäisissä yhdisteissä kasvupaikoittain. Tutkimuksessa havaittu-
ja mantereiden etelä-pohjoisrantojen eroja tarkasteltiin vektorianalyysilla, jotta saataisiin sel-
ville johtuvatko muutokset kasvin osan koon muutoksesta vai fenoliyhdisteiden synteesin 
muutoksista. Vektorianalyysin avulla verrattiin mustikan varsien tanniini-fenolihappo pitoi-
suuksia mantereiden etelä- ja pohjoisrannoilla. Suhteellisessa tarkastelussa etelärannoilla tan-
niinien synteesi on vähentynyt, ja mustikan varsissa valmistetaan enemmän synteesiketjun 
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alkupään tuotetta, kuten fenolihappoja. Biosynteesireitin alkupään tuotteiden kertyminen kas-
viin lopputuotteiden synteesin on vähentyessä, on kasveille tyypillistä (Seigler 1998). 
7.2 Lehtien fenoliset yhdisteet 
Tutkimustulokseni vastaavat mustikan lehdistä aiemmin tunnistettuja lukusia fenoliyhdiste-
ryhmiä ja yksittäisiä fenoliyhdisteitä, kuten prosyaniideja, fenolihappohin luokiteltavia kloro-
geenihappoja ja kinnamiinihappoja, flavonoleihin kuuluvia kversetiineja, kaemferoleja ja hy-
periiniä sekä myös katekiineja, kuten gallokatekiineja (Jaakola ym. 2004, Riihinen ym. 2008, 
Hokkanen ym. 2009, Martz ym. 2010, Nybakken ym. 2013). Aikaisemmissa tutkimuksissa 
mustikan lehdissä on havaittua runsaimpana fenoliryhmänä määrällisesti fenolihapot, kuten 
klorogeenihappo (Witzell ym. 2003, Hokkanen ym. 2009, Martz ym. 2010) ja flavonoidien 
flavonolit, kuten erityisesti kversetiinit ja kaemferolit (Riihinen ym. 2008, Hokkanen ym. 
2009, Martz ym. 2010, Nybakken ym. 2013). Vastaavasti kaikissa tutkituissa Rikkaveden 
mustikkapopulaatioiden fenoliryhmistä fenolihapot ja flavonoidit ja yksittäiset fenoliyhdis-
teet, kuten klorogeenihappo ja kversetiini olivat lehtien keskeisimpiä fenoliyhdisteitä.  
Kuitenkin aiemmista tutkimuksista poiketen prosyaniidit olivat myös lehtien runsain yhdis-
teryhmä (vrt. Witzell ym. 2003, Jaakola ym. 2004, Hokkanen ym. 2009, Martz ym. 2010, Ny-
bakken ym. 2013). Tämä fenolisten yhdisteryhmien pitoisuuksien eroavaisuus voi osittain 
johtua esimerkiksi geneettisistä tekijöistä ja ympäristötekijöistä (Keskitalo 2001). Fenolihapot 
ovat tärkeitä suoja-aineita, esimerkiksi UV-B säteilyä vastaan (Keskitalo 2001).  
Tulokseni vastaavat myös pääsääntöisesti mustikan lehdistä aiemmin saatuja tuloksia feno-
listen yhdisteiden pitoisuuksista (Nybakken ym. 2013). Sen sijaan aiemmasta tutkimuksesta 
poiketen Rikkaveden mustikan lehtien fenolihappojen määrät olivat huomattavasti suurempia 
(Nybakken ym. 2013). Tämä lehtien fenolihappojen pitoisuuksien eroavaisuus voi johtua pää-
asiassa kasvin geneettisistä tekijöistä ja kasvupaikkaeroista (Keskitalo 2001).  
Kuten varret, myös mustikan lehdet sisälsivät huomattavan runsaasti tanniineja, noin 20 % 
kuivapainosta. Samoin kuin varsien osalta on huomioitava, että aikaisemmassa tutkimuksessa 
(Nybakken ym. 2013), jossa tanniinien määrät ovat olleet huomattavasti pienemmät, tanniinit 
on määritetty eri menetelmällä.  
Myös mustikan fenolisten yhdisteryhmien ja yksittäisten yhdisteiden pitoisuuksissa havait-
tiin eroavaisuutta kasvupaikoittain Rikkaveden mustikkapopulaatioiden lehdissä. Mustikan 
lehtien painolla tai pinta-alalla ei ollut merkitsevää vaikutusta kasvin tuottamien fenolien tai 
tanniinien määrään. Lehtien fenoliyhdisteryhmistä fenolihappojen ja yksittäisistä fenoliyhdis-
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teistä klorogeenihappojen määrä oli merkittävästi suurempi mantereilla kuin saarissa. Tämä 
on vastoin tutkimuksen hypoteesia, jossa CNB-teoriaan perustuen odotettiin, että karuimmissa 
saarien kasveissa on enemmän fenolisia yhdisteitä kuin ravinnepitoisemmilla mantereen kas-
vupaikoilla (Bryant ym. 1983, Lavola & Tiitto-Julkunen 1994). Fenolisten yhdisteiden eroa-
vaisuutta voi selittää osittain esimerkiksi kasvin parempi sopeutuminen vallitseviin kasvuolo-
suhteisiin ja ympäristön stressitekijöihin, mikä vuorostaan vaikuttaa kasvin sekundaaristen 
yhdisteiden synteesiin (Martz ym. 2010).  
7.3 Marjojen antosyaanit 
Tulokseni vastaavat mustikan marjoista aikaisemmissa tutkimuksissa tunnistettuja antosyaa-
neja (Jaakola ym. 2004, Riihinen ym. 2008, Lätti ym. 2008, Burdulis ym. 2009). Määrällisesti 
eniten antosyaaneista oli syanidiinia ja delfinidiiniä, kuten myös aiemmat tutkimukset ovat 
osoittaneet (Jaakola ym. 2004, Primetta 2014).  
Lisäksi tutkimukseni mustikkapopulaatioiden antosyaanien kokonaismäärien keskiarvot 
vastaavat aiempia tutkimustuloksia, joiden mukaan mustikan marjoissa on antosyaaneja kes-
kimäärin yhteensä 3–5 mg/g tuorepainoa (Prior ym. 1998, Törrönen ym. 2007, Lätti ym. 
2008). Aiemman tutkimuksen mukaan mustikan marjoissa syanidiineja on keskimäärin noin 
1,3 mg/g tuorepainoa, delfinidiineja noin 1,3 mg/g, petunidiineja noin 0,5 mg/g, peonidiineja 
noin 0,2 mg/g ja malvidiineja noin 0,5 mg/g (Lätti ym. 2008). Kuitenkin aiemmasta tutkimuk-
sesta poiketen tutkituissa Rikkaveden mustikkapopulaatioissa oli runsaammin syanidiineja ja 
delfinidiineja kuin mitä aiemmin on havaittu (Lätti ym. 2008). Pohjois-Suomen mustikoiden 
antosyaani pitoisuudet ovat korkeimmat ja vuorostaan Etelä-Suomessa alhaisimmat (Primetta 
2014). Tämä on perusteltu sillä, että Pohjois-Suomen pitkät kesäpäivät ja vuorokaudenaikojen 
huomattavat lämpötilaerot voivat luoda ideaaliset olosuhteet mustikan antosyaanien synteesil-
le (Lätti ym. 2008).  
Hypoteesieni mukaisesti myös mustikan marjat erosivat fenolisten yhdisteiden määrissä 
kasvupaikoittain. Marjan painolla ei kuitenkaan havaittu olevan merkitsevää vaikutusta an-
tosyaanimääriin. Kasvupaikkana Luikonlahden etelä- ja pohjoisrannoilla voi olla eroavai-
suuksia auringon valon ja siten myös lämpötilan suhteen, mikä voi selittää tutkittujen Rikka-
veden mustikkapopulaatioiden marjojen syanidiinipitoisuuksien eroavaisuutta mantereiden 
etelä- ja pohjoisrannoilla. Kuitenkin mantereiden pohjoisrantojen marjoissa oli enemmän sy-
anidiineja kuin etelärannoilla, mikä poikkeaa aikaisemmin mainitusta olettamuksesta, sillä 
viileyden on todettu edesauttavan antosyaaninen ja muiden fenolien muodostumista kasvissa 
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(Keskitalo 2001). Toisaalta marjan perimä vaikuttaa merkittävästi mustikoiden flavonoidipro-
fiileihin eli erilaisten flavonoidien suhteellisiin osuuksiin (Primetta 2014). 
7.4 Saari-mannerparien vertailu 
Pääkomponenttianalyysin avulla tarkasteltiin selittävätkö geneettiset tekijät ja mikroilmasto 
(kasvavat fyysisesti lähekkäin, eli kuuluvat samaan saari-manner -pariin) vai kasvupaikka-
tyyppi (kasvupaikkana saari tai manner) mustikkapopulaatioiden fenolisten yhdisteiden laa-
dussa ja pitoisuuksissa havaittuja eroja. CNB-teoriaan perustuen oletettiin, että karuimmissa 
saarissa on enemmän fenolisia yhdisteitä kuin ravinnepitoisemmilla mantereisilla kasvupai-
koilla (Bryant ym. 1983, Lavola & Tiitto-Julkunen 1994). Saari-mannerparit olivat kuitenkin 
pääsääntöisesti lähes toisensa kaltaisia tehdyn pääkomponenttianalyysin perusteella, ja sa-
moin fenolikemian perusteella saaret ja mantereen eivät erottuneet omiksi ryhmikseen. Saari-
mannerparien samankaltaisuutta voi selittää mustikkapopulaatioiden mahdollinen sukulaisuus 
ja toisaalta kasvuolosuhteet ovat voineet olla osittain samankaltaiset saari-mannerparien koh-
dalla. Maaperän ravinneanalyysit olisivat voineet selittää tulosta, mutta ravinneanalyyseja ei 
ollut mahdollista suorittaa. 
7.5 Tutkimuksen luotettavuuden arviointi 
Fenolien saantotestit olivat hyvät, joten uuttovaihe oli onnistunut, mikä tukee tutkimuksen 
luotettavuutta. Toisaalta osa lehtinäytteistä oli seneskenssivaiheessa (pieniä punaisia pilkkuja, 
ilmaisten lehtien klorofyllin eli lehtivihreän osittaisesta hajoamisesta). Tutkimuksen tulosten 
luotettavuutta arvioideassa on myös huomioitava se, että tutkimuksessa käytetyn aineiston 
määrä oli suhteellisen pieni. Tutkimuksen aineistona käytettiin (kolme kasvinosaa*16 näytet-
tä) yhteensä 48 näytettä, jotka koostuivat mustikan lehdistä, varsista ja marjoista. Lisäksi tut-
kimuksen tuloksien vertailussa aiempiin vastaaviin tuloksiin on otettava huomioon, että ge-
neettisesti joillakin vertailupareilla voi olla sama genotyyppitausta. Tämän lisäksi kasvinäyt-
teet kerättiin loppukesästä elokuussa eli kasvukauden loppupuolella. Tällöin kasvi voi tuottaa 
enemmän sekundäärimetaboliitteja verrattuna esimerkiksi alkukesään, jolloin kasvi panostaa 
pääasiassa primäärimetaboliaan eli kasvuun eli kasvuun. 
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8 JOHTOPÄÄTÖKSET 
Tutkimus osoitti Rikkaveden mustikkapopulaatioiden varsien, lehtien ja marjojen sisältävän 
runsaasti erilaisia bioaktiivisia yhdisteitä. Aikaisempien tutkimusten mukaisesti pro gradu-
tutkielman tutkimustulokset korkeasti antioksidanttisten aineiden määrästä johtuen tukevat 
mustikan käyttöä ruokavaliossa terveysvaikutteisena marjana yhtenä osana monipuolista ruo-
kavaliota. Koska kasvin kaikki osat: varret, lehdet ja marjat sisältävät runsaasti fenolisia yh-
disteitä, niitä voidaan hyödyntää esimerkiksi elintarvikkeissa ja erilaisissa luonnontuotteissa. 
Lisäksi tutkimustulokset ovat merkityksellisiä biologisesta näkökulmasta, koska tutkittujen 
kasvupaikkojen (saarien ja mantereiden sekä etelä- ja pohjoisrantojen) väliltä löydettiin mer-
kittäviä eroja mustikkapopulaatioiden sekundaarimetabolian tuottamien keskeisten fenolisten 
yhdisteiden määrissä ja pitoisuuksissa, kuten varsien fenolihapoissa ja tanniineissa, lehtien 
fenolihapoissa ja marjojen antosyaanien syanidiineissa. Eroja mustikkapopulaatioiden fenoli-
sissa yhdisteissä selittävät muun muassa biosynteesireitti, kasvin geneettiset tekijät ja erilaiset 
ympäristötekijät, kuten erityisesti valo ja ravinteet, lämpö, maaperä ja kasvupaikka.  
Lisätutkimuksena voisi toteuttaa esimerkiksi saarien ja mantereiden maaperän ravinneana-
lyysit, jotka voisivat myös selittää eroavaisuuksia mustikkapopulaatioiden fenolisissa yhdis-
teissä. 
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